IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

In re Application of ) 

H. Muller-Hartmann et a! ) 

Serial No. n/a ) Examiner: n/a 

Filed: herewith ) Group Art Unit: n/a 

For: Container With at Least One ) Atty. Dkt.: 3029-101 
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SUBMISSION OF 
AMENDMENT UNDER PCT ARTICLE 19: 
ANNEX TO THE IPER AND TRANSLATION THEREOF 

Commissioner for Patents 
P.O. Box 1450 
Alexandria, VA 22313-1450 

Dear Sir: 

Attached hereto is an amendment under PCT Article 19 that was timely filed with 
International Bureau for international application PCT/DE03/00536 (Annex to the IPER) 
and a verified translation thereof. 

The claims of the translation of the Article 19 amendment attached hereto 
substitute the claims on pages 27 to 31 of the translation of international application 
PCT/DE03/00536 submitted herewith, which are further amended by the preliminary 
amendment attached hereto. 





National Stage of PCT/DE03/00536 

No fees are believed to be due. However, the Commissioner is authorized to 
charge any fee required in connection with this filing to Deposit Account No. 50-3135. 



Joyce von Natzmer 
4615 North Park Avenue 
Suite 919 

Chevy Chase, MD 20815 
August 20, 2004 



Respectfully submitted, 




^yce von Natzmer 
TMtorney for Applicants 
Registration No. 48,120 
Telephone: (301)657-1282 
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17/08/2004 13:40 +492116915509 pa DR. REMUS 

VERIFICATION OF TRANSLATION 

Re: International Patent Application No. PCT/DE03/00536 

I, Or. Alvaro Remus 

M6rsenbroicher Weg 200 
40470 DUsseldorf 
Germany 

hereby declare that I am conversant with the German and the English languages and 
that I am the translator of the documents attached and certify that to the best of my 
knowledge and belief the following Is a tme and complete translation of 

the amendments to the claims filed with the International Bureau of WlPO under 
Article 19 (1) PCT with respect to International Patent Application No. 
PCT/DE03/00536 filed in the name ofamaxa QmbH et al. 



Dated: 13 August 2004 



Db rw. taL Alvaro Remus 

Patentanwalt 
Ewropean Tfademark Attorney 

HB rnnb toMiefWigZOO • 40470OaBeUerf 
Tel.Q211.«9155O8'fwO211-tf9lS509 
Mnall: pa.r«mi»et-onllne.de 



S. 16/16 

^ 10/505149 

DTlWc'd PGT/PTO 2 0 AUG 2004 



signature: 




Dr. Alvaro Remus 
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1. 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of . 



. sheets, including &is cover sheet. 



ITiis report is also accon^anied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



. sheets. 



3 . Hiis report contains indications relating to the following itans: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention- 
Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement rr- y » 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international ^plication 
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IV 
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VI 
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VII 
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Date of submission of the demand 

04 September 2003 (04.09.2003) 


Date of completion of this report 

07 April 2004 (07.04.2004) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCmPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No, 

PCT/DE2003/000536 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 
the description: 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 



1-25 



, as originally filed 

, as amended (togetiier with any statement under Article 1 9 
^ , filed with the demand 



pages 



filed with the letter of 



the drawings: 



1-17 



pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



. , filed with the letter of 



I 1 the sequence listing part of the description: 
pages ^ 



, as originally filed 

filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to die language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

Thes e elements were available or fiimished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

die language of the translation fiimished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino add sequence disclosed in the international application, tiie international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international plication in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

fumished subsequently to this Authority in written form. 

fumished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequentiy fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been fumished. 

The statement that the infomiation recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 



4. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



been furnished. 



Hie amendments have resulted in the cancellation ofi 
□ the description, pages* 

the claims, Nos. 

I 1 the drawings, sheets/fig 



f I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 

* I — 1 beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).'*'* 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 J 6 
and70J7). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial appKcability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-25 



1-25 



1-25 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 
Dl: US-A-6 040 184 

D2: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN Vol, 1999, No. 09, 

30 July 1999 & JP 11 103858 
D3: WO 01 70928 

D4: EUROGENTEC: ^Easyject Plus User's Manual Passage' 
10 July 1992, PAGE(S) 1-27, 30-39, XP002200115. 



2. The amendments submitted to the International Bureau in 
accordance with PCT Article 19(1) do not introduce 
substantive matter that goes beyond the disclosure in 
the international application as filed (PCT Article 
19(2) ) . 



3 . The claimed invention is not disclosed in any of the 
search report citations and also cannot be derived 
therefrom in an obvious manner. 



Document Dl discloses a method for transferring nucleic 
acids and other biologically active molecules into the 
nucleus of higher eukaryotic cells with the aid of an 
electric current. The cells are incubated in a cuvette 
with an inter-electrode gap of 2 mm (see examples) . 



FomiPCT/IPBA/409 (BoxV) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRE] 




Y EXAMINATION REPORT 



IntematSH^iicati^rNor 




PCT/DE 03/00536 



Document D2 describes a cuvette consisting of 
transparent plastics material, with wall electrodes 
(see abstract) . 

Document D3 relates to a method for the electroporation 
of cells using electrical field pulses of long 
duration. This document also uses the cuvettes with 
aluminum electrodes and inter-electrode gap of 2 mm. 

Document D4 discloses cuvettes with aluminum electrodes 
for electroporation (see pages 12-13) . 

The subject matter of claim 1 relates to a container 
for receiving an aqueous solution, characterized in 
that at least one electrode consists of a conductive 
plastics material based on at least one synthetic 
material, which is doped with at least one conductive 
material, the doping being present in the synthetic 
material in a total concentration of 40-80 percent by 
weight . 

Therefore, the subject matter of claim 1 is novel 
within the meaning of PCT Article 33(2) . 

4, The subject matter of claim 1 also cannot be derived in 
an obvious way from the search report citations (PCT 
Article 33(3)). The reasons are as follows: 

The containers known from the prior art are used in 
electroporation or electrofusion in the form of 
cuvettes with inserted metallic electrodes. Here the 
electrodes consists mainly of metal, with aluminum 
frequently being used. These known, commercially 
available cuvettes have the disadvantage that metal 
ions are transferred into the buffer solution upon 
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electrical discharge. In low concentrations, these ions 
can lead to an undesired stimulation of the cells and, 
in higher concentrations, they can have a toxic effect 
on the cells. 

In the container according to the invention, the use of 
a conductive plastics material consisting of a doped 
synthetic material, the doping substance being present 
in the synthetic material in a total concentration of 
40-80 percent by weight, prevents the release of metal 
ions, thus preventing toxic effects on living cells. In 
this way, it is also possible to increase the medical 
compatibility of the resulting products. 

Surprisingly, it was found that, when using the doped 
synthetic materials used in electroporation, the 
transfection efficiency was improved over that obtained 
with aluminum electrodes. 

5. Claims 2-19 are dependent upon claim 1 and thus also 
satisfy the PCT requirements with respect to novelty 
and inventive step. The same applies to claims 2-25, 
which relate to the use and production of the claimed 
containers • 
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Claims 

1. Container (20, 30) for receiving an aqueous solution, and in particular 
5 cells, derivatives of cells, subcellular particles and/or vesicles, which is 

formed at least partially by an outer limit (21) forming an inner chamber 
(22, 32) for receiving said solution, and which comprises at least one area 
which acts as an electrode (25. 26, 33. 34) when an electric voltage is 
applied and a subsequent discharge occurs, wherein at least one 
10 electrode (25, 26. 33. 34) is made of a conductive synthetic material at 
least based on a plastic material which is doped with at least one 
conductive substance. 

2. Container according to claim 1, wherein said dope consists of carbon 
15 fibers, graphite, soot, carbon nanotubes and/or an intrinsically conductive 

synthetic material. 

3. Container according to claim 1 or 2, wherein the overall concentration of 
said dope in said plastic material is 10-80 % w/w, preferably 20 - 60 % 

20 w/w, more preferred 40 - 60 % w/w, most preferred 50 - 60 % w/w. in 
particular 55 - 60 % w/w. 

4. Container according to claim 1. 2. or 3. wherein the overall concentration 
of said dope in said plastic material is 40 - 80 % w/w. preferably 50 - 80 % 

25 w/w, more prefenred 60 - 80 % w/w. most preferred 70 - 80 % w/w. in 
particular 74 - 76 %w/w. 

5. Container according to any one of the claims 1 to 4, wherein said plastic 
material is polycarbonate, polyetheretherketone, polypropylene, 

30 polyamide, polyphenylensulfide or a mixture of these polymers, or at least 
based on one or several of these polymers, and/or wherein said plastic 
material is an Intrinsically conductive synthetic material. 



0 28 # 

6. Container according to any one of the claims 2 to 5, wherein said 
intrinsically conductive synthetic material is polyaniline, polyacetylene, 
poly-para-phenylene, poly-para-phenylensulfide, polypyrroles, 

5 polythiophene, polypropylene or the like, or at least based on one or 
several of these polymers. 

7. Container according to any one of the claims 1 to 6, wherein said outer 
limit (21, 31) is made of synthetic material, preferably transparent plastic 

10 material. 

8. Container according to claim 7, wherein said outer limit (21 , 31) is made of 
the same plastic material as the plastic material on which said at least one 
electrode (25, 26, 33, 34) is based. 

15 

9. Container according to any one of the claims 1 to 8, wherein said at least 
one electrode (25, 26, 33, 34) is integrated into said outer limit (21, 31). 

10. Container according to any one of the claims 1 to 9 comprising at least two 
20 electrodes (25, 26, 33, 34) being made of the same material. 

11. Container according to any one of the claims 1 to 10, wherein at least two 
electrodes (25, 26, 33, 34) are made of different materials. 

25 12. Container according to any one of the claims 1 to 1 1 , wherein at least one 
electrode (25, 26, 33, 34) is made of polyamide, in particular polyamide 66 
or polyamide 6, doped with 25 - 45 % w/w, preferably 30 - 40 % w/w, in 
particular 33 - 37 % w/W, carbon fibers and 15 - 35 % w/w, preferably 20 - 
30 % w/w, in particular 23 - 27 % w/w, graphite. 



• m 



Container according to any one of the claims 1 to 1 1 . wherein at least one 
electrode (26. 26. 33. 34) is made of polyamide. in particular polyamide 66 
or polyamide 6. doped with 30 - 50 % w/w. preferably 35 - 45 % w/w, in 
particular 39 - 41 % w/W, carbon fibers and 25 - 46 % w/w. preferably 30 - 
40 % w/w, in particular 34 - 36 % w/w. graphite. 

Container according to any one of the claims 1 to 11, wherein at least one 
electrode (25, 26, 33, 34) is made of polycarbonate doped with 15-40 % 
w/w. preferably 20 % w/w. carbon fibers and 1 - 40 % w/w. preferably 15 % 
w/w, graphite. 



15. Container according to any one of the claims 1 to 11. wherein at least one 
electrode (25. 26. 33. 34) is made of polyetheretherketone doped with 30 - 

1 5 50 % w/w, preferably 40 % w/w. carbon fibers. 

16. Container according to any one of the claims 1 to 1 1 . wherein at least one 
electrode (25. 26. 33. 34) is made of polyamide. preferably polyamide 66. 
doped with 20 - 40 % w/w. preferably 30 % w/w. carbon fibers. 



20 



17. Container according to any one of the claims 1 to 1 1 , wherein at least one 
electrode (25, 26. 33, 34) is made of polypropylene doped with 15-40 % 
w/w. preferably 20 % w/w. carbon fibers. 



J. Container according to any one of the claims 1 to 1 1 , wherein at least one 
electrode (25. 26. 33. 34) is made of polyphenylensulfide doped with 30 - 
60 % w/w. preferably 40 % w/w. carbon fibers. 

L Container according to any one of the claims 1 to 18. wherein said outer 
limit (21. 31) comprises at least one opening for supplying said solution 
and at least one opening for draining off said solution. 



20. Container arrangement comprising at least two, preferably 6. 12, 24, 48, 
96 or more, containers (20. 30) according to any one of the claims 1 to 18 
being joined to build one unit. 

5 

21. Method for production of containers or container arrangements according 
to any one of the claims 1 to 20, wherein said container (20, 30) or said 
container arrangement is produced by two-component injection moulding, 
wherein at first the outer limit (21, 31) is injection-moulded leaving one 

10 recessed window and the conductive synthetic material being made of 
doped plastic is subsequently injection-moulded into said at least one 
window, or wherein at first said at least one electrode (25, 26, 33, 34) is 
injection-moulded of said doped plastic material and said outer limit (21, 
31) is subsequently injection-moulded around said at least one electrode 

15 (25, 26. 33. 34). 

22. Method for treatment of cells, derivatives of cells, subcellular particles 
and/or vesicles by means of electric current, in particular for 
electroporation or electrofusion, comprising: 

20 a) Transferring said cells, derivatives of cells, subcellular particles and/or 
vesicles into an inner chamber (22, 32) of at least one container (20, 
30) according to any one of the claims 1 to 19 or at least one container 
of a container arrangement according to claim 20, wherein said 
container (20, 30) comprises at least one electrode (25, 26. 33, 34) 

25 being made of a doped synthetic material, and at least one further 

electrode (25, 26, 33, 34), and 
b) Applying voltage to said electrodes (25. 26. 33. 34) and generating a 
cun-ent flow in said inner chamber (22. 32) of said container (20. 30). 



30 



23. Method according to claim 22. wherein said electric current reaches a 
current density up to 120 A/cm^. preferably 80 A/cm^. 



24. Method according to claim 22 or 23, wlierein biologically active molecules, 
in particular nucleic acids, are solved in said solution, and transfer of said 
biologically active molecules into living cells is achieved by means of a 
voltage pulse having a field strength of 2 to 10 kV*cm"^ and a duration of 
10 to 200 fxs. 

25. Method according to claim 24, wherein said transfer of said biologically 
active molecules into said cells is achieved by a current flow following said 
voltage pulse without interruption, having a current density of 2 to 14 
A*cm'^, preferably 6 A*cm'^, and a duration of 1 to 100 ms, preferably 50 
ms. 
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Dj&iNTERNATioNALE ruTArnmrmrrnriT niir nrivi 

VEBIET DES PATENTWESENS^ 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAURGER PRpFUNG^lifelCHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 

20 AUG 2004 



Aktenzeichen des Anmelders Oder AnwaKs 
A02 110 PCT 


WEITERES VORnPHPM siehe Mitteilung Qb^rdle Obersendung des intemationalen 
vv^ixv»cncn vorfaufigen PriMungsbertchls (Formblatt PCT^PEAMIB) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 03A30536 


Internationales Anmeldedatum (Tag/MonaWahr) 
20.02.2003 


Priorltatsdatum (TagMonaWahr) 
20.02.2002 



C12M3A)0 



Anmelder 

AMAXA GMBH et al. 



Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragten Behorde erstellt und wird dem Anmelder gennafi Artikel 36 ubermittelt 



2. Dieser BERICHTumfa&tinsgesamt 5 Blatter einschliefilich dieses Deckblatts. 

lEI AuBerdem llegen dem Bericht ANLAGEN bel; dabei handelt es sich urn Blatter mIt Beschreibungen, Anspruchen 
undA3der Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde Hegen, undibder Blatter mlt vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschn'itt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum 



DIese Aniagen umfassen Insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ISI Grundlage des Bescheids 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische TStigkelt und gewerbllche Anwendbarkert . 

IV □ Mangelnde Einheitllchkett der Erfindung 

V El Begrundete Feststellung nach Regel 66.2 a)ii) hinsichtllch der Neuheit. der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerbllchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mdngel der intemationalen Anmeldung 

VII I □ Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der EInreichung des Antrags 
04.09.2003 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
07.04.2004 


Name und Postanschrift der mit der Intemationalen PrQfung 
beauftragten Behorde 

^ Europgisches Patentamt 

JSft D-80298 MUnchen 
WIf Tel. 4.49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevotlmachtigter Bediensteter 

GONCALVES M L F C ! ^) j 
Tel. -MS 89 2399-8127 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PROFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCTyPE 03/305 36 

I. Grundlage des Berichts 

1. HInsichtlich der Bestandtelle der Intematronalen Anmeldung (Ersatzbmtten die dem Anmefdeamt aufeine 
Aufforaerung nach Artikel 14 hin vorgeiegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursDrunalich 
eingereicht und stnd ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regain 70. 16 und 70. 1 7)): 

Beschreibung, Seiten 

''"28 In der ursprunglich eingereichten Fassung 

Anspriiche, Nr. 

'•"^S In der ursprunglich eingereichten Fassung 

Zefchnungen, Figuren 

^'^^ in der ursprunglich eingereichten Fassung 

2. HInsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandtelle standen der Behorde in der Sprache in der 
S nti?Hrro^lS"D ^ Anmeldung eingereicht worden ist. zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht. sofern 
unter diesem Punlct nichts anderes angegeben ist • 

21f«?^!l"*^!f 'If ?*f nden der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden In dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um: ^ 

□ die Sprache der Obersetzung, die fQr die Zwecice der intemationalen Recherche eingereicht worden ist 
(nacn Kegel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der intemationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

° wo^Sf ^^^^^^^^ intemationalen vorlaufigen Prufung eingereicht 

^' ES""^^ i^®*" '"r^®/ internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Gmndlage des.Sequenzprotolcolls durchgefuhrt worden. das: 

□ in der intemationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Forni eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Dfe Erklarung, dad das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotolcoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkl hinausgeht, wurde vorgeiegt. 

□ Die Erklarung, dalJ die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schrrflllchen 
Sequenzprotol<oll entsprechen, wurde vorgeiegt. i 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspriiche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 
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5 □ Dleser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden da diese aus den 
angege^^^^ nach Auffasluni der Beh6rde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 

* eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(AufErsatzbimen die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sle sind diesem Bericht 
beizufQgen.) 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: ' * 

V Beariindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der erf">nderischen und der 

gSSerbSchen Anwendbirkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dleser Feststellung 

1. Feststellung . * u ^ 
Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-25 

Nein: Anspruche 

Erfinderlsche Tatigkeit (IS) Ja: Anspruche 1-25 - ' 

Nein: Anspruche 
Gewerbliche Anwendbarkeit (lA) Ja: Anspruche: 1-25 

Nein: Anspruche: 

2. Unterlagen und Erklamngen: 
siehe Beiblatt 
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PROFUNGSBERICHT - BEIBLATT l 

TeilV 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1-. US-A-6 040 184 ,r. aa 

D2: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 1999. no. 09, 30. Jull 1999 & JP 11 

103858 
D3: WO 01 70928 

D4: EUROGENTEC: 'Easyleot Plus User's Manual Passage' 10. Juli 1992. 
PAGE(S) 1 -27.30-39, XP0022001 15. 

2 Die nach Artilcel 19(1) PCT beim Intemationalen Buro eingereichten Anderungen 
bringen keine Sachverlialte ein, die uber den Offenbarungsgehalt der intemationalen 
Anmeldung in Anmeldezeitpunkt hinausgehen (Artikel 1 9(2) PCT). 

3 Die beanspruchte gemaU der Erfindung wird in keinem der im Recherchenbericht 
angefuhrten Dokumente offenbart und kann auch nicht In nahellegender Weise 
davon abgeleitet werden. 

D1 offenbart ein Verfahren zur Einbringung Von Nukleinsauren und anderen 
biologisch aktiven Molekulen In der kern hoherer Eukaryontisoher Zellen mit Hilfe 
elektrischen Stroms. Die Zellen werden in einer Kiivette mit 2 mm Elektroabstand 
inkublert (siehe Beispiele). / . u 

D2 beschreibt eine Kiivette aus durchsichtig Kunststoff. mit Wand Elektroden(siehe 

Zusammenfassung). 

D3 betrifft ein Verfahren zur Elektroporation von Zellen unter Venwendung von lange 
Dauer elektrischen Feldpulses. DafQr werden auch die Kuvetten mit Aluminium 
Elektroden und 2 mm Elektroabstand eingesetzt. 

D4 offenbart KOvetten fur Elektroporation, mit Aluminium Elektroden (siehe Seiten 
12-13). 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 betrifft ein Behalter zur Aufnahme einer 
wasserigen Losung, dadurch gekennzeichnet, das mindestens eine Elektrode aus 
einem leitfahigen Kunststoffmaterial bestehet. das zumindest auf eine Kunststoff 
basiert. der mit mindestens einem leit fahigen Stoff dotiert ist, wobei die Dotierung 
in dem Kunststoff in einer Konzentration von insgesamt 40-80 Gew.-% voriiegt. 
Der Gegenstand des Anspruchs 1 ist somit neu im Sinne von Artikel 33(2) PCT. 

4. Der Gegenstand des Anspruchs 1 kann auch nIcht in nahellegender Weise von dem 
im Recherchenbericht angefflhrten Dokumente abgeleitet werden (Artikel 33(3) PCT). 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE03/00536 
PROFUNGSBEMCHT - BEIBLATT \ — : — : 

Die Griinde dafur sind folgende: 

Die Behalter von Stand der Technik werden bei Eleklroporation oder elektrofuslon 
in Form von Kuvetten mit eingelegten Elelctroden Aus Metall eingesetzL Die 
Elektroden bestehen dabei zumeist aus Mettal. wobel h§ufig Aluminium verwendet 
wird Diese bekannten. handelsiiblichen KQvetten. haben den Nachteil. das bei der 
elekbischen Entladung IVIetal lonen in die Puffer Losung abgegeben werden. die in 
geringer Konzentration zu einer unenwQnschten Stimuliemng der Zellen fuhren 
konnen und un lioherer Konzentration toxisch auf die Zellen wirken. 

Der Erfindungs gemass Behalter. durch die Verwendung eines leitfahigen 
Kunststoffmaterials aus dotierten Kunststoff. wobei die Dotierung in dem Kunststoff 
in einer Konzentration von insgesamt 40-80 Gew.-% vorliegt. wird eine Freisetzung 
von Metall lonen vemiieden. so das Toxische Effekte auf lebende Zellen. vemnieden 
werden. HierdUrch kann auch die medizinische Kompatlbilitat der entstehende 
Produkte erhoht werden. 

Es hat sich auch uberraschenderweise herausgestellt, das bei den verwendeten. 
dotierten Kunststoffen bei der Eleklroporation in bezug auf die 
transfektionseffizienzen verbesserte Ergebnisse gegenuber der Verwendung von 
Kuvetten mit Aluminiumelektroden erzielt werden konnen. 

5: Die Anspriiche 2-1 9 sind von Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls die 
" Erfordemisse des PCX in Bezug auf Neuheit und erfinderische Tatigkeit. 

Dasselbe trifft auf die Anspruche 20-25 zu. die sIch auf Verwendung und Herstellung 
dieser Behalter beziehen. 
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Patentansprache 

Behaltpr (20, 30) zur Aufnahme einer wSssrigen L6sung. und 
insbesondere von Zellen. Zellderivaten. subzellulSren Partikein und/oder 
Vesikeln. welcher zumindest teilweise von einer aufteien Begrenzung 
gebildet ist. die einen Innenraum zur Aufnahme der Lesung bildet. und 
welcher mindestens eInen Beretoh aufweist. der beim Aniegen einer 
elektrischen Spannung und einer anschlieBenden Entladung ate EleWrode 
dient. dadurch gekennzeichnet. dass mindestens eine Elektrode (25. 26. 
33 34) aus einem leitfahigen Kunststoffmaterial besteht. das zumindest 
auf einem Kunststoff. basiert. der mit mindestens einem leitfahigen Stoff 
dotiert ist. wobei die Dotierung in dem Kunststoff in einer Konzentration- 
von insgesamt 40 - 80 Gew.-% voriiegt. 

BehSlter nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass die Dotierung 
aus Kohlefasem. Graphit. RuB und/oder Kohlenstoffnanotubes besteht 

Behaiter nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. dass die 
Dotierung in dem Kunststoff in einer Konzentration von insgesamt 40 - 60 
Gew.-%. bevofzugt 50 - 60 Gew..%. insbesondere 55 - 60 Gew.-%. 
vorliegt. 

Behaiter nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, dass die 
Dotierung in dem Kunststoff in einer Konzentration von insgesamt 50 - 80 
Gew.-%. bevorzugt 60 - 80 Gew.-%, besonders bevorzugt 70 - 80 Gew.- 
%. insbesondere 74 - 76 Gew.-%. vorliegt 

, Behaiter nach einem der AnsprUche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet 
dass der Kunststoff Polycarbonat. Polyetheretherketon. Polypropylen, 
Polyamld. Polyphenylensulfid oder ein Gemisch dieser Polymere ist oder 
zumindest auf einem oder mehreren dieser Polymere basiert und/oder 
dass der Kunststoff ein intrinsisch leitender Kunststoff ist. 



6. 



2 

Behave, nach Anspo.* 5. dadurch aeKennzeichnet, dass deMnJnnsisd, 
tetende Kunststoff ein PCyanllln. Po.ya«.yten, Polyi.ara-phenylen, Pol, 
para^henylensulfld. Polypyrrol, Polythlophen. Polypropylen oder 
des St Oder zumindest au, e.ne. od.r meh^^n dteser Po^e» 



basiert. 



7 Behalter naoh einem der AnsprQche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet 
7. Benaiier Kunststoff. bevorzugt 

dass die auliere Begrenzung (21. 31) bus 

transparentem Kunststoff, geblldet 1st 

'° 8 Behalter nach Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet. ^ass dte Quaere 
aXung (21. 31) aus dem gleichen Kunststoff besteht. auf de. auch 
die zumindest eine Elektrode (25. 26. 33. 34) basiert. 

« . BeH..rnacHe.ne™d.Ansp.o.e,.s.da^^^^^^^^^ 
dass die zumindest eIne EleWrode (25, 26. 33. m 
Beflienzung (21.31) inteadert let 

10 Behsner nach eInem der Ansprtloho 1 bis 9. dadurch gekennzeichnet, 
^ rler zumindest zwelEleldroden (25,26. 33, 34, au,«elstd« aus 

dem gleichen Material bestehen. 

11 Beh.,.er nach el^m der AnsprOche 1 1.^ 10, dadurch aeKenr,«^et 
aass zun-lndes. z«ei Ele«™den (25, 26, 33, 34) aus unterschiedlichen 

25 Materialien bestehen. 

12. Beh.l.er nach einen, der Anspmohe 1 bis 11, dadurch ^^"^ 
dass zumindest eine EleM^de (25. 26, 33. 34) aus mrt 25 - 45 
vo^gsweise 30 - 40 Gew.-%, insbesondere 33 - 37 Gew..%, ^hlefes^ 
und 15 - 35 Gew.-%. vorzugsweise 20 - 30 Gew.-%. lnsbesonde» 23 - 27 
" g1!-%. o'phlt d;«e,ten, Po.an,«, lnsbesonde» Po^an^d 66 Oder 
Poiyamid 6, besteht. 



und 25 - 45 Gew.-%. vorzugsweise 30 - 40 Gew. /o. .ns 
, Graph. do«ertem PCamK., insbesonde. Po.ya.«. 66 Oder 

Polyamid 6, besteht 

dass zumlndest eine Elektrode (25. 26, 33, 34) au8 m« 15 - 40 Gew * 
,0 i:2lund1-40Ge«.-*Graphndo«ertemPc,ca*on3t^s.M. 

dass zumindest eine E.ek«ode (25. 26, 33, 34) aus m* 40 - 50 Gew. 
Kohlefasem dotierteit, Polyetheretherketon besteht 

Beh.Her„ache-,ne. der .nsproc. 1^11.-^^^ 
dass zumindest eine Elektrode (25. 26. 33. 34) aus 
KoWefasern dotlertem Polyamid. vorzugsweise Polyam.d 66. bestaht 

.0 17. Be..ternacHeinemd.Ansp.c^1.s.^ 

dass zumindest eine Elelctrode (25. 26. 33. 34) aus mrt 
Kohlefasem dotiertem Polypropylen besteht. 

Beh..r nach e.„e.h der .nsp.^e^ - i:rlT::Z":. 
25 dass zumindest ein6 Etelctrode (25. 26. 33. 

Kohlefasem dotiertem Polyphenylensuifid besteht 

aufweist. 




Behalteranordnuna bestehend aus wenigstens zwei, 

24, 48. 96 Oder mehr. Behaitem (20, 30) nach elnem der AnsprQche 1 b» , 

18, die ai einer ElnheK verbunden sind. 

Verfah^n zur He,ete«ung d« BehSKer Oder Beh...erenordnung nach 
elnem der Ansprtiche 1 bis 20, daduroh gekennzelctinet, dass der BehSiter 
,20 30) Oder die Behaiteranoninung im a-Komponenten-Spntzguss 
Uesteift wird, wobei zunichst die auBere Beg»nzung (21, 31) rn* 
Jdestens einen, ausgesparten Fenster wird und ansoh^O^nd 

zumindest in das mindestens eine Fenster . das le,Hab,gen 
Kunststoffmateria, aus dotlertem Kunstetolf eingesprW wird oder wo^ 
zunschst die mindestens eine EieKtrode (25, 26. 33. 34) aus dem do,«.ts„ 
Kunststoff gespriizt wi-d und anschilei^nd u,n die -^-^ «™ 
Elektrode (25, 26, 33, 34) herum die auBere Begrenrung (21, 31) gespntzt 

wird. 

.2 Vertahren zur Beiiandlung von Zeilen, Zeildertvaten, subzellularen 
pX^und/oder VesiKein mi. eieKWschem Sm,m. insbesondere zur 
ElelclroporationoderElektrofuslon.umfassend: 

a) Obe,«h,«n der Zelien, Zeiiderivate. subzeiiuiaren Part,Ke, und/^« 
VesiKel in den .nnennium zumindest eines Behaiters (20. 30) nach 
einem der Ansprfl*e 1 bis 19 oder zumindes, eines B«h.te^ e,ne 

BehSiteranordnung nach Anspruol, 20, wobei der ^^f^' f°:J^ 

.J /oc Oft 'U'k aus dem dotierten 
mindestens eine Elelctrode (25. 26. 33. 34) aus a 

Kunststoff aufwelst. sowie zumindest eine wertere Elektrode (25. 26. 
33.34)vorgesehenlst.und _ 
b) Anisgen einer eiei*ische„ Spannung an die BeK.nx.en ^5, ^ 3^ 
34) und Erzeugung eines SWrnliusses im Innenraum (22. 32) des 
Behalters (20. 30). 

23 Verfahmn nach Anspruch 22, dadurci, gekennzetehneU dass der 
e2le S.om eine SUomdiohte von bis zu 1 20 A,cm^ vc^gswe-se 80 
A/can^, eneicht 



24 Verfahren nach Anspruch 22 oder 23. wobei blologisch aktive MolekQIe. 
insbesondere NuklelnsauiBn. in der Lifeung geisst sind und durch einen 
Spannungspuls mit einer FeldstSrke von 2 bis 10 kVcm"^ und einer Dauer 
von 10 bis 200 IIS ein Einbringen dieser biologlsch aktiven MolekOle in 
lebende Zellen erreicht wild. 

25 Verfahren nach Anspruch 24. wobei das Einbringen der biologisch aktiven 
MolekQIe in die Zellen durch einen auf den Spannungspuls ohne 
Unterbrechung folgenden Stromfluss mit einer Stromdichte von 2 bis 14 
A/cm^ vorzugsweise 5 Ncm\ und einer Dauer von 1 bis 100 ms. 
vorzugsweise 50 ms, erreicht wird. 



